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RESUMO

O cerrado brasileiro constitui umas das mais ricas savanas do mundo. Apesar dessa grande
biodiversidade a pesquisa em plantas medicinais precisa ser incentivada. Nos ultimos anos,
uma quantidade substancial de evidéncias tem indicado o papel chave dos radicais livres e
outros oxidantes como grandes responsaveis pelo envelhecimento e pelas doencas
degenerativas associadas ao mesmo. Além disto, as substdncias fendlicas sdo
reconhecidamente detentoras de pronunciada atividade antioxidante, que muitas vezes estdo
envolvidas em tratamentos de problemas de pigmentacédo, que resultam em hiperpigmentacdes
ou hipopigmentacdo cutaneas. Para o tratamento desses problemas de pigmentacdo Vvarios
produtos cosméticos e farmacéuticos sao utilizados, porém, esses produtos nao sdo totalmente
eficazes ou seguros, o que explica a intensa pesquisa, que procura desvendar novos agentes
despigmentantes, principalmente aqueles envolvidos na melanogénese, como a tirosinase.
Devido ao fato de que algumas substancias obtidas de plantas apresentam essa atividade, a
flora brasileira constitui-se uma importante fonte de obtencdo de novas substancias. Assim,
este trabalho foi realizado para avaliar os fendis,a atividade antioxidante, a capacidade de
quelacdo dos ions cobre e a capacidade de inibicdo da tirosinase do extrato das folhas da
espécie Dipteryx alata Vogel. Os resultados de fendis totais mostraram uma concentracdo de
112,3 mgEAG. g™ no extrato etandlico e 45 mg EAG.g™ no extrato hexanico. A capacidade
antioxidante dos extratos indica que o extrato etanolico (CE50 = 52,9 + 1,3 ppm), em
comparacdo ao hexanico (CE50 = 169,1 + 2,3 ppm), possui maior teor de compostos
antioxidantes. Ja a capacidade de quelacdo dos ions cobre mostrou que o extrato etanélico
possui capacidade de quelacdo insignificante. No ensaio de inibi¢do da tirosinase o extrato
etanolico demonstrou uma percentacdo de inibicdo da enzima de 42% apds uma hora. O
potencial alelopatico do extrato das folhas de baru (Dipteryx Alata Vogel) também foi
avaliado na germinagcdo de Brassica oleracea cv. Coracdo de Boi (repolho), Solanum
lycopersicum cv. Santa Cruz Kada (tomate), Lactuca sativa cv. verbnica (alface). Os
resultados obtidos mostram no teste de germinagéo, que existe um maior poder inibitério do
extrato em relagdo as sementes de Solanum lycopersicum, que ndo conseguiram germinar,
enquanto que nas sementes de Brassica oleracea, o extrato mostrou um menor poder de
inibicdo, sendo que em relacdo a Lactuta sativa cv. Grand Rapids, as sementes apresentaram
maior resisténcia. Quanto ao indice de Velocidade de Germinacdo, os dados demonstraram



menor indice nas sementes de tomate e repolho e ndo apresentando significantes resultados em
relagdo a alface.
Palavras-chave: baru, cerrado, tirosinase, melanina, alelopatia.



ABSTRACT

The Brazilian cerrado is one of the richest savannas in the world. Despite this high
biodiversity research in medicinal plants needs to be encouraged. In recent years, a substantial
amount of evidence has shown the key role of free radicals and other oxidants such as largely
responsible for aging and degenerative diseases associated with it. Furthermore, the phenolic
substances are known to be holding pronounced antioxidant activity, which often are involved
in the treatment of pigmentation problems, which result in skin hyperpigmentation or
hypopigmentation. For the treatment of pigmentation problems various cosmetic and
pharmaceutical products are used, however, these products are not fully effective or safe,
which explains the intense research that seeks to uncover new depigmenting agents, especially
those involved in melanogenesis such as tyrosinase. Due to the fact that some substances
obtained from plants exhibit this activity, flora constitutes an important source for such new
substances. Thus, the work was conducted to evaluate the phenolics content, antioxidant
activity, the copper ion chelation ability and tyrosinase inhibitory effects of extracts from the
leaves of the Dipteryx alata VVogel species. The results showed a total phenol concentration of
112.3 mgEAG. g' in the ethanol extract and 45 mg EAG.g" in hexane extract. The
antioxidant activity of extracts indicates that the ethanol extract (EC50 = 52.9 = 1.3 ppm),
compared to hexane (EC50 = 169.1 + 2.3 ppm), has a higher content of antioxidant
compounds. Ethanolic extract displayed insignificant copper ions chelation ability. In
tyrosinase inhibition test, the ethanolic extract showed an inhibition of 42% after one hour.
The allelopathic potential of extract of the leaves Baru (Dipteryx Alata Vogel) was also
evaluated on the germination of Brassica oleracea cv. Coracdo de Boi (cabbage), Solanun
lycopersicum cv. Santa Cruz Kada (tomato), Lactuta sativa cv. veronica (lettuce). The results
show the germination test, there is a greater inhibiting power of the seed extract of Solanum
lycopersicum, which failed to germinate, while seeds of Brassica oleracea extract showed a
lower power of inhibition, and in relation the Lactuta sativa cv. Grand Rapids, seeds showed
higher resistance. As for the speed germination index, the data showed a lower rate in the
seeds of tomatoes and cabbage and did not show significant results in relation to lettuce.
Keywords: baru, savannah, tyrosinase, melanin, allelopathy.



INTRODUCAO

Ocupando a posigdo de segundo maior e um dos mais diversos biomas do Brasil, o
cerrado se distribui em cerca de 21% do territdrio nacional e abriga aproximadamente 33% da
diversidade biologica brasileira (AGUIAR et al, 2004). Porém, o tipo de exploracéo do solo na
regido Centro-Oeste, que converte grandes extensdes de vegetacdo nativa em pastagens e
monoculturas, fez com que o Cerrado se tornasse um dos biomas mais ameacgados do mundo
(KLINK & MACHADO, 2005). As estimativas mostram que a area remanescente de
vegetacdo nativa do Cerrado é de aproximadamente 46,74%, segundo imagens de satélite de
2002 (MMA 2007).

Tal modelo de ocupacdo gera uma grande preocupacgdo principalmente pelo fato do
Cerrado ser o bioma floristicamente mais rico do mundo (WALTER, 2006). Devido ao grande
namero de espécies, ao alto grau de endemismo e a intensa destruicdo de seus habitats, o
Cerrado é considerado um hotspot mundial, ou seja, area prioritaria de conservacdo da
biodiversidade (MITTERMEIER et al, 2005).

Segundo Ribeiro & Walter (2008) “A vegetacdo do Cerrado é composta por um

mosaico representado por formacdes florestais, savanicas e campestres”.

O cerrado sentido restrito pode ser subdividido em quatro subtipos fitofisionémicos,
ou seja, cerrado denso, tipico, ralo e rupestre. Os trés primeiros sdo diferenciados
pela densidade do estrato lenhoso, sendo esta crescente do cerrado ralo ao denso,
enquanto o cerrado rupestre ocorre em solos rasos e com afloramentos rochosos,
denominados de ambientes rupestres. Nesses ambientes a vegetacdo lenhosa se
estabelece nas fendas e nos degraus formados entre as rochas onde h4 acumulo de
solo e micrositios para o estabelecimento das plantas (RIBEIRO & WALTER, 2008,
p.172).



Das espécies nativas do cerrado, o baru (Dipteryx Alata Vogel) possui grande
importancia devido a sua elevada ocorréncia e por participar do modelo de exploracéo
praticado pelos pequenos produtores rurais, onde ocorre a preservacdo das plantas durante a
abertura dos pastos (CORREAS et al, 2000). Trata-se de uma espécie com um cultivo muito
promissor, pois pode ser usada para diversos fins, onde pode-se destacar o uso na alimentacéo,
na industria madeireira, na arquitetura paisagistica e na recuperagdo de areas degradadas. Tem
grande importancia durante a estacdo seca, pois € uma das poucas espécies que apresentam
frutos com polpa carnosa, alimentando assim os animais nesta época (SANO et al, 2004).

O barueiro também possui importancia medicinal. A Ichimaru Pharcos Inc. solicitou
patente, em 2002, ao inibir a formacdo de melanina, a partir de extrato etandlico obtido do
6leo da semente de baru (SANO et al, 2004). Podendo entdo o baru ser fonte de substancias
com potencial funcdo medicinal, como por exemplo, as substancias antioxidantes.

Diversos estudos, tém isolado em plantas medicinais, compostos com atividade
antioxidante (COULADIS et al, 2002; BOUDET, 2007; RAZAVI et al, 2008; FONSECA et
al, 2009; REBELO et al, 2009) e com certeza, os compostos fenolicos sdo as substancias
responsaveis por tal atividade.

Os compostos fenolicos sdo reconhecidamente detentores de grande atividade
antioxidante, pois atuam como sequestradores de radicais livres e como quelantes de metais,
despertando, assim, interesse face a possibilidade de serem utilizadas em vérias doencas
degenerativas, como envelhecimento prematuro, processos inflamatérios, cicatrizagdo, cancer,
entre outras (HASLAM, 1998). Essas substancias podem também ser utilizadas no tratamento
de problemas de pigmentacao da pele, pois podem atuar inibindo a tirosinase, enzima chave na
producdo de melanina.

Para proteger a pele, o organismo produz a melanina, que é considerada um
mecanismo de protecdo primaria que ocorre por meio da pigmentacdo da pele. A melanina é
originada a partir da polimerizacdo do aminodcido tirosina por intermédio da agdo da
tirosinase, a qual passa de aminoacido incolor a um pigmento castanho. As hiperpigmentacées
sdo, em geral, disturbios caracterizados pelo aumento de melanina e outros pigmentantes na
pele. Os principais desencadeadores sdo as radiacdes solares, 0s hormonios sexuais e agentes
externos, fontes de radicais livres (SATO et al, 2007).



As principais substancias utilizadas como agentes despigmentantes, ou seja, inibidoras
da tirosinase sdo comumente compostos fendlicos, como exemplos temos a hidroquinona, o
acido kajico e o acido ascorbico.

Os compostos fendlicos podem também atuar como aleloquimicos, que, segundo
Ferreira (2005), “a alelopatia pode ser entendida como qualquer efeito causado, direta ou
indiretamente por um organismo sobre outro, atraves da liberagdo de substancias quimicas no
ecossistema, mas o termo tem sido mais relacionado a efeitos prejudiciais”.

O cerrado possui enorme diversidade de espécies de plantas, que podem apresentar
substancias com grande importancia, por isso, 0 estudo de novos compostos naturais
inibidores da enzima tirosinase que auxiliem o organismo no equilibrio da melanina é de
grande relevancia, uma vez que os farmacos disponiveis no mercado sdo muito onerosos, e
apresentam diversos efeitos colaterais.

Da mesma forma os herbicidas, inseticidas e nematicidas utilizados na agricultura
como defensivos agricolas, muitas vezes, sdo prejudiciais ao meio ambiente, sendo necessarios
novos estudos de aleloquimicos que possam substituir esses defensivos efetivamente.

Desta maneira a procura por novas fontes naturais dessas substancias constitui uma
iniciativa de interesse cientifico e econdmico, sendo que a identificacdo destas fontes no

cerrado brasileiro representa uma via de uso de maneira sustentavel desse ecossistema.



REVISAO DE LITERATURA

Cerrado

Cerrado é o nome regional dado as savanas brasileiras, que se distribuia por cerca de
85% do grande platé que ocupa o Brasil Central, e representava cerca de 1,5 a 2 milhGes de
km2, ou aproximadamente 20% da superficie do Brasil (Figura 1). Trata-se de uma das
principais areas de ecossistemas tropicais da Terra, sendo um dos centros prioritarios para a
preservacdo da biodiversidade do planeta (MACHADO et al, 2004).

Cerca de 55% da area original do Cerrado (Figura 2) - que corresponde a 880.000 kmz2,
superior a area desmatada da Amazénia Brasileira - ja foi desmatada ou transformada pela
acao humana (MACHADO et al, 2004).

Em seu estado natural, o solo, sob vegetacdo nativa, apresenta caracteristicas fisicas
adequadas ao desenvolvimento normal das plantas do cerrado (ANDREOLA et al, 2000).
Porém, os solos dos cerrados tém sido diagnosticados como de baixa fertilidade natural para o
desenvolvimento de novas culturas, apresentando interferéncia direta na disponibilidade de
nutrientes para as plantas se desenvolverem e atingirem altas produtividades, o que néo
representa um obstaculo para o cultivo nas areas agricolas, pois a baixa fertilidade dos solos
pode ser corrigida (KLINK & MACHADO, 2006).



Figura 1 — Area central de distribuico original do Cerrado.
Fonte: Machado et al, 2004.

Figura 2 — Vegetacdo nativa remanescente na area central do Cerrado em 2002.
Fonte: Machado et al, 2004.



Considerada uma das mais ricas savanas do mundo, a flora do cerrado possui cerca de
6.000 espécies vasculares (MENDONCA et al, 1998). O clima tipico da regido dos cerrados é

quente, semi-Umido e claramente sazonal, com verdo chuvoso e inverno seco.

Sendo composta de dois grupos de espécies: arvores e arbustos de caules
grossos e a camada rasteira, constituindo aproximadamente 300-450 espécies
vasculares por hectare, perdendo apenas para a floresta tropical Umida.
Fisionomicamente, o cerrado é constituido de um grande mosaico, que inclui
formacdes florestais com dossel mais ou menos fechado (cerraddo), contendo arvores
de 12m de altura ou mais; cerrado sensu stricto, com um estrato arboreo-arbustivo
geralmente em torno de 6 ou 7 metros e um estrato rasteiro mais ou menos continuo;
campo cerrado apresentando uma vegetagcdo com o estrato arboreo-arbustivo mais
aberto; campo sujo, com estrato herbaceo-graminoso dominante e arbustos ou
pequenas arvores esparsos e campo limpo, com um Unico estrato, dominado por
gramineas (SILVA et al, 2002, p. 46).

Nos Gltimos vinte anos no Brasil, pais com a maior diversidade vegetal do mundo, o
namero de informacdes sobre plantas medicinais tem crescido apenas 8% anualmente. O que
mostra que em um pais com ecossistemas tdo ricos, porém tdo ameacados, pesquisas com
plantas medicinais precisam ser incentivadas. Afinal, elas poderiam levar a reorganizacdo das
estruturas de uso dos recursos naturais (em vista da necessidade de sua extracdo estar
associada aos planos de manejo) e a elevacao do PIB, visto que ha grande tendéncia mundial
de aumento na utilizacéo de fitoterapicos (GUARIM NETO et al, 2003).

Género Dipteryx

O género Dipteryx, pertencente a familia Fabaceae, é constituido por 15 espécies que se
destacam por serem utilizadas como plantas medicinais. S&o encontradas nas regides
amazonica, nordeste e central do Brasil. A espécie D. odorata ¢ a mais estudada, suas
sementes sdo ricas em cumarinas, importantes na industria de cosméticos e perfumaria, é
também um importante composto fendlico que inibe a germinacdo (FELIX et al, 2007), além
de serem comercializadas para distarbios vasculares e linfaticos (BESSA et al, 2001) e
exibirem atividade farmacoldgica no sistema muscular (MENDES et al, 1994).

Estudos mostram que as cascas apresentam cumarinas, lupeol, B-farneseno, betulina e
ésteres metilicos de acidos graxos (NAKATO et al, 1970; NAKATO et al, 1979; HAYASHI,
1974) e o oleo essencial das flores é rico em germacreno D e espatulenol (ANDRADE et al,

2003). Em pesquisas realizadas com as sementes de D. odorata, isolou-se um novo



diterpendide furanocassano, uma nova isoflavolignana e a chalcona isoliquiritigenina que
exibem um alto potencial preventivo contra cancer em glandulas mamarias de ratos (JANG et
al, 2003).

Baru (Dipteryx alata VVogel)

O baru (Dipteryx alata Vogel), amplamente disseminado no Cerrado do Brasil Central,
pertencente a familia Fabaceae, é uma arvore frutifera (Figura 3), apresenta caule ereto e
atinge até 15 m de altura. Segundo Almeida et al (1998), “sua madeira, de cor clara e pesada,
com densidade de 1,10 g/cm?, presta-se para construcdo de estruturas externas, bem como para
construcgoes civil e naval”.

Os frutos de baru sdo produzidos de agosto a outubro, sendo que estes contém uma
semente marrom comestivel, que é chamada de améndoa, considerada uma oleaginosa. A
améndoa de baru contém altos niveis de lipidios (cerca de 40%) e proteinas (cerca de 30%)
com boa digestibilidade e perfil de aminoacidos. Outrossim, a améndoa de baru tem um alto
teor de minerais, principalmente calcio, ferro, magnésio, potassio e zinco (SOUSA et al,
2011).

O barueiro (Dipteryx alata Vogel) é uma das espécies nativas muito utilizadas pela
populacdo regional para complementar a renda familiar, através da exploracdo de seu fruto, o
baru. A semente do baru (Figura 4), no Mato Grosso do Sul e em outros estados do Centro-
Oeste é beneficiada e comercializada in natura, torrada ou sob a forma de farinha. Segundo
Oliveira et al (2008), “no Brasil, uma tonelada de sementes ndo beneficiadas de baru valem
aproximadamente 386 mil dolares (IPEF 2004), sendo muito valorizada no mercado

consumidor externo”.



Figura 3 — Barueiro.
Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 4 — Semente de baru.
Fonte: Arquivo pessoal.



O baru é considerado uma das espécies frutiferas nativas mais promissoras para
cultivo, devido ao seu uso multiplo, alta taxa de germinacdo de sementes e de estabelecimento
de mudas. Segundo Sano et al (2004), “em longo prazo, o uso do barueiro nas areas a serem
recuperadas como reservas legais e de protecdo ambiental, margens de rios e corregos
favorecera a sua conservagdo e a manutencao de outras espécies associadas”.

Existe uma grande necessidade de novas pesquisas para ampliar o conhecimento das
espécies do Cerrado, 0 que proporcionaria, consequentemente, a preservacdo do bioma, tanto
na disponibilizacdo de alternativas de renda pela utilizacdo dos recursos naturais disponiveis,
através do manejo econémico sustentavel das areas de Cerrado, quanto na demonstracdo dos
beneficios nutricionais e medicinais do barueiro, o que justificaria o0 melhoramento genético

das espécies e posteriores cultivos econdémicos (VERA et al, 2009).

Radicais livres

Os radicais livres de oxigénio (RLO) séo produzidos naturalmente em nosso organismo
através de processos metabolicos oxidativos e, muitas vezes, sdo de extrema utilidade, como
nas situacdes em que ha necessidade de ativacdo do sistema imunoldgico (como exemplo, 0s
macrofagos utilizam o peréxido de hidrogénio para destruir bactérias e outros elementos
estranhos); na desintoxicacdo de drogas; e na producdo do fator relaxante derivado do
endotélio, o 6xido nitrico, extremamente importante nos processos que desencadeiam o
relaxamento dos vasos sanguineos. Porém o desequilibrio entre moléculas oxidantes e
antioxidantes resulta na inducdo de danos celulares pelos radicais livres, o que é chamado de
estresse oxidativo (MONCADA & HIGGS, 2001).

Conforme Halliwell (1999), o oxigénio (O,) que respiramos é metabolizado em nosso
organismo da seguinte maneira: aproximadamente 85 a 90% sdo utilizados pela mitocondria,
através da cadeia de transporte de elétrons, e 0s 10 a 15% restantes sdo utilizados por diversas
enzimas oxidases e oxigenases e também por reacdes quimicas de oxidacdo diretas. Os 2 a 5%
restantes sdo reduzidos univalentemente em metabdlitos denominados espécies reativas de
oxigénio, onde os principais sdo o superéxido (O;"), a hidroxila (OH"), o per6xido de
hidrogénio (H,O) e a hidroperoxila (HO").
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Antioxidantes

Diversos estudos tém mostrado que os radicais livres e outros oxidantes tem importante
papel no envelhecimento e nas doengas degenerativas associadas ao envelhecimento, como
cancer, doencas cardiovasculares, catarata, declinio do sistema imune e disfuncbes cerebrais
(ATOUI et al, 2005).

Segundo Atoui et al (2005), “de forma geral, denominam-se antioxidantes as
substancias que presentes em concentracdes baixas, comparadas ao substrato oxidavel,
retardam significativamente ou inibem a oxidagdo do substrato”. E esses autores afirmam
ainda que os radicais formados a partir de antioxidantes ndo sdo reativos para propagar a
reacdo em cadeia, sendo neutralizados por reacdo com outro radical, formando produtos
estaveis ou podem ser reciclados por outro antioxidante.

Os antioxidantes podem ser divididos em duas classes: a dos com atividade enzimética
e a dos sem essa atividade. Na primeira, estdo 0os compostos capazes de bloquear a iniciacéo
da oxidacdo, ou seja, as enzimas que removem as espécies reativas de oxigénio. Na segunda
classe, estdo moléculas que interagem com as espécies radicalares e sdo consumidas durante a
reacdo. Nesta classificagdo, incluem-se os antioxidantes naturais e sintéticos como 0s
compostos fenodlicos (MOREIRA et al, 2004)

Conforme seu mecanismo de acdo, os antioxidantes sdo classificados em: primarios,
sinergistas, bioldgicos, removedores de oxigénio, agentes quelantes e antioxidantes mistos
(BAILEY, 1996).

Os antioxidantes primarios sdo, por exemplo, compostos fenoélicos, atuam
interrompendo a cadeia da reacéo através da doacdo de elétrons ou hidrogénio aos
radicais livres, convertendo-os em produtos termodinamicamente estaveis ou reagem
com radicais livres, formando o complexo lipidio-antioxidante que, por sua vez, pode
reagir com outro radical livre. O atomo de hidrogénio ativo do antioxidante é
seqliestrado pelos radicais livres R"e ROO" com maior facilidade que os hidrogénios
alilicos das moléculas insaturadas. Assim, formam-se espécies inativas para a reacdo
em cadeia e um radical relativamente estavel (A’) procedente do antioxidante
(BAILEY,1996, p. 12).

Os sinergistas sdo substancias com pouca ou nenhuma atividade antioxidante, que
podem aumentar a atividade dos antioxidantes primarios quando usados em combinacgdo
adequada com eles. Alguns antioxidantes primarios quando usados em combinagdo podem
atuar sinergisticamente (BAILEY, 1996).
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Os antioxidantes bioldgicos sdo compostos por trés tipos de enzimas. As enzimas
superoxido dismutase (SOD), que atuam sobre o radical superoxido, transformando-o em
peréxido de hidrogénio; as enzimas Glutationa peroxidase (dependente de selénio) e a
Catalase, que atuam sobre o perdxido de hidrogénio, transformando-o em agua (FELIPPE
JUNIOR et al, 2004).

Dentre os antioxidantes bidlogicos, temos o horm6énio melatonina, produzido pela
glandula pineal; esta tem despertado um grande interesse publico nesta Gltima década, a partir
da descoberta do papel da melatonina na regulacdo do sono e do ritmo biolégico em humanos
(GANDRA et al, 2004).

Os removedores de oxigénio, presentes no organismo em numero e em concentracdo
muito maior que 0s antioxidantes enzimaticos, sdo constituidos principalmente pelos
antioxidantes de baixo peso molecular, que desativam diretamente os radicais livres. Os
antioxidantes de baixo peso molecular podem ser sintetizados endogenamente ou advir da
alimentacdo, por exemplo, temos o acido ascorbico (GANDRA et al, 2004).

Os agentes quelantes complexam ions metalicos, principalmente cobre e ferro, que
catalisam a oxidac&o lipidica, como por exemplo, o acido citrico, onde um par de elétrons ndo
compartilhado na sua estrutura molecular promove a agéo de complexagdo (BAILEY, 1996).

Os antioxidantes mistos incluem compostos de plantas e animais que tém sido
amplamente estudados como antioxidantes em alimentos. Entre eles estdo varias proteinas
hidrolisadas, flavondides e derivados de &cido cinamico (BAILEY, 1996).

Assim, os antioxidantes tem grande importancia por prevenir a formagéo e a agédo das
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio que se associam ao dano oxidativo (ANDRADE-
WARTHA, 2007). Os antioxidantes possuem alta estabilidade oxidativa devido a sua estrutura
molecular, o que proporciona a estes um papel fundamental na prevencdo a oxidacdo de

substancias.

Compostos Fenolicos
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Segundo NACZK et al (2004), “compostos fendlicos sdo originados do metabolismo
secundario das plantas, sendo essenciais para 0 seu crescimento e reproducdo, além disso se
formam em condicGes de estresse como, infeccdes, ferimentos, radiagdes UV, dentre outros”.

Os compostos fenolicos sdo distribuidos nos vegetais de acordo com seu
filo/ordem/familia e apresentam também variagdes entre as espécies. Largamente distribuidos
nos vegetais, os compostos fendlicos sdo um grupo bastante diversificado de compostos
derivados de fenilalanina e tirosina. Os fendlicos, em plantas, sdo fundamentais no
crescimento e reproducdo dos vegetais, além de atuarem como agente antipatogénico e
participarem na pigmentacdo. Em alimentos, sdo responsaveis pela cor, adstringéncia, aroma e
estabilidade oxidativa (NACZK et al, 2004).

Os fendlicos sdo definidos quimicamente como substancias que possuem anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais.
Possuem estrutura variavel e com isso, sdo multifuncionais. Existem cerca de cinco mil fendis,
dentre eles, destacam-se os flavondides, &cidos fendlicos, fendis simples, cumarinas, taninos,
ligninas e tocoferois (SHAHIDI et al, 1995).

Alguns estudos epidemiologicos mostram que os compostos fendlicos, devido a sua
acdo antioxidante, podem estar associados a protecdo contra doencas do envelhecimento.
Segundo Birch et al (2001), “a formacdo de radicais livres pelo oxigénio é supostamente a
chave para o desenvolvimento de cancer e doencas coronérias, aliado a funcéo protetora da
membrana celular. Radicais livres podem atacar biomoléculas, dentre as quais se destacam 0s
lipidios, as proteinas ou DNA propriamente dito, os quais podem ser preservados pela acdo
dos antioxidantes”.

As frutas sdo importantes fontes de compostos fendlicos, principalmente as de
coloracdo vermelha ou azul. Esses compostos apresentam varios efeitos bioldgicos, dos quais
podemos citar: a¢bes antioxidantes; antimicrobiana; antiplaquetéria; efeitos antialergénicos;
anti-inflamatoria e vasodilatadora. Ja para os vegetais, apresentam funcao de defesa, incluindo
defesa contra fatores externos e internos (AHERNE & O’BRIEN, 2002).

Segundo Rauha et al (2000), “sob o ponto de vista nutricional, os compostos fenélicos
sdo reconhecidamente agentes antioxidantes capazes de inibir a oxidagdo de lipoproteinas de
baixa densidade (LDL), além destes reduzirem significativamente as tendéncias a doencas

tromboticas”.
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Agentes Despigmentantes

Segundo Alves (2001), “os vegetais sdo fontes importantes de substancias
biologicamente ativas. A diversidade, em termos de estruturas e propriedades quimicas, na
qual essas substancias ocorrem na natureza pode servir para o desenvolvimento de um grande
numero de fitofarmacos”.

Ha milhares de anos os seres humanos utilizam as plantas com finalidade terapéutica.
Ao buscar alimentos para a sua sobrevivéncia, os seres humanos foram descobrindo as
propriedades toxicas ou curativas das plantas. Assim, ao longo dos anos, acumulou-se um
conhecimento etnofarmacoldgico, que acabou por desenvolver farmacos muito importantes
nos dias atuais. Conforme Alves (2001), “atualmente, metade dos 25 medicamentos mais
vendidos no mundo tem sua origem em metabdlitos secundarios de origem vegetal”.

Um dos agentes despigmentantes de uso topico mais usados hoje em dia, encontrado
em varios alimentos, em madeiras, fumo de tabaco, alcatrdo da hulha, 6leo cru, é a
hidroquinona, que possui acdo imediata, pois inibe a atividade da tirosinase, porém, como
efeito secundéario, lentamente, induz modifica¢bes estruturais nas membranas das organelas
dos melandcitos, o que acelera a degradacdo dos melanossomas (NICOLLETI et al, 2002).

O acido Kdjico, obtido a partir da fermentacdo do arroz, é utilizado no Japdo desde
1989, como tratamento muito eficaz das hiperpigmentacGes, pois inibe a a¢do da tirosinase
como quelante de ions e promove a diminuicdo da eumelanina (NICOLLET]I et al, 2002).

A vitamina C, encontrada nas frutas citricas, como a laranja e o limdo, a acerola, 0
abacaxi, é usada, com freqliéncia, como antioxidante de uso topico. Essa vitamina reverte as
reacOes de oxidacdo que convertem a DOPA em melanina, principalmente a conversdo da
DOPA em dopaquinona. Portanto, a melanina ndo pode ser formada por acao da tirosinase até
que todo o acido ascorbico seja oxidado (NICOLLETI et al, 2002).

Melanina
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Nos dias atuais, a aparéncia fisica tornou-se um aspecto muito importante. Segundo
Sato et al (2007), “as manchas da pele, principalmente as faciais, ndo sdo estéticas e causam
alguns transtornos que dificultam o bem-estar do individuo no ambito psicossocial”.

A pele produz uma complexa mistura de enzimas para a protecdo da exposicéo
constante ao estresse oxidativo do meio ambiente (PODAHAISKY et al, 2002), mas em
algumas situaces, isso € insuficiente para evitar que os transtornos aparecam (MACRINI et
al, 2009).

A melanina é apontada como um mecanismo de protecdo priméria do organismo por
meio da pigmentacdo da pele. Ela é produzida nos melandcitos situados na camada basal da
pele. O pigmento é originado a partir da polimerizacdo do aminoacido tirosina por intermédio
da acdo da tirosinase, a qual passa de aminoacido incolor a um pigmento castanho (Figura 5).
A tirosina polimerizada deposita-se em vesiculas denominadas melanossomas, as quais se
deslocam pelos prolongamentos citoplasmaticos dos melandcitos, sendo transferidos para os
queratindcitos através de um processo de secrecdo, denominado secrecdo citocrina (de célula
para célula). Os granulos de melanina permanecem no citoplasma dos queratinécitos.

Durante a exposi¢do solar, ocorre um aumento na producdo de melanina, pois as varias
camadas dos queratinécitos, junto com a melanina, é que ddo uma maior defesa eficaz para 0s
tecidos subjacentes da pele contra os efeitos nocivos dos raios solares, principalmente dos
raios ultravioleta. Nesse processo sdo formados dois tipos de melanina; as eumelaninas, que
sdo um grupo de pigmentos pardos, e as feomelaninas que sdo pigmentos pardos avermelhados
(EVELINE, 2006).
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Tirosina
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DOPA
Tirosinase —» l
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Feomelamina DHI DHICA
\v /

Eumelanina

Figura 5 — Biossintese de melanina.
Fonte: Rocha & Melo, 2007.

Conforme Sato et al (2007), “as hiperpigmentacbes sdo, em geral, distdrbios
caracterizados pelo aumento de melanina e outros pigmentantes na pele. Os principais
desencadeadores sdo as radiacGes solares, 0s hormdnios sexuais e agentes externos, fontes de
radicais livres”.

Tanto a hiper como a hipopigmentacdo sdo tratadas com produtos cosméticos ou
farmacéuticos que contém substancias despigmentantes, que sdo sintéticos ou de origem
natural. Transtornos da pigmentacdo também podem ser tratadas com peeling mecénico aliado
a substancias quimicas ou tratamentos com raios laser (GRIMES, 1999).

As terapias atuais tém mostrado resultados menos do que satisfatorios no tratamento de
varias desordens dermatologicas tais como melasma, hiperpigmentacdo pos — inflamatoria,
lentigo senil e efélides, e os efeitos secundarios dessas terapias incluem alta citotoxicidade e
mutagenicidade, pouca penetracdo na pele e a baixa estabilidade das formulagdes (GRIMES,
1999; NERVA et al, 2003).
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Em contrapartida, existem resultados satisfatorios obtidos em estudos de triagem
realizados por pesquisadores, que relatam a identificagdo de atividade inibitéria da
melanogénese por extratos de plantas, que aliado ao fato de que no Brasil a biodiversidade
corresponde a 20% da biodiversidade do mundo (SUFFREDINI et al, 2004), os agentes
podem ser encontrados e, eventualmente, usados em cosméticos e produtos farmacéuticos
(MACRINI et al, 2009).

Inibicdo da Tirosinase

Existem vérias maneiras de uma substdncia inibir a atividade da tirosinase, por
exemplo, o &cido ascérbico, que é usado como um inibidor da melanogénese por causa de sua
capacidade de conversdao da dopaquinona a dopa, evitando formacdes de melanina. Outra
forma sdo os substratos alternativos de enzimas, como alguns compostos fenolicos, que ao
mostrarem uma boa afinidade pela enzima, a formacéo dopacromo é impedida.

Temos também os inativadores inespecificos da enzima, tais como &cidos ou bases, que
ndo especificamente desnaturam a enzima, mas inibem sua atividade. Os inativadores
especificos da tirosinase, tais como inibidores baseados em mecanismo, que também sdo
chamados de substratos suicidio, que inativam irreversivelmente a enzima durante a reacao
catalitica. Os inibidores especificos da tirosinase sdo 0s compostos que se ligam
reversivelmente a tirosinase e reduzem sua capacidade catalitica. Entre os tipos de compostos
descritos acima, s6 os inativadores de tirosinase especificos e inibidores sdo considerados
como "inibidores de verdade", que se ligam a enzima e inibem sua atividade. De maneira
geral, os demais inibidores apresentam apenas atividade inibitéria fraca (CHANG, 2009).

Os "inibidores de verdade" sdo classificados em quatro tipos, que sao: inibidores
competitivos (uma substancia que se mistura com uma enzima livre de maneira que impeca a
ligacdo do substrato); inibicdo incompetitiva, por exemplo os quelantes de cobre; inibidores
ndo competitivos (se ligam apenas com o complexo enzima-substrato); tipo misto de

inibidores (competitivo/ndo competitivos)(CHANG, 2009).
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Alelopatia

Devido ao processo de desmatamento do Cerrado, hoje este ecossistema do Brasil
ocorre em areas relativamente restritas. Nos dias atuais grandes esforgos sdo realizados para a
manutencg&o e conservagao do cerrado, tendo em vista a importancia da biodiversidade vegetal
e da fauna nele presente (SILVA et al, 2006). Contudo, a conservacao e 0 uso sustentavel de
areas do Cerrado dependem ainda de conhecimentos béasicos sobre o desenvolvimento e
adaptacdo das espécies ocorrentes nesse ecossistema, sendo que a alelopatia € um ponto que
precisa ser muito desvendado.

O termo alelopatia foi adotado por Molisch (1937) e significa do grego allelon = de um
para outro, pathds = sofrer. Onde a alelopatia é a acdo de um individuo sobre o outro, seja
benéfica ou prejudicial ao segundo, sendo que tal efeito é feito por aleloquimicos, produzidos
por um vegetal e lancados no ambiente, podendo ser langado ao solo atraves de lixiviacdo da
agua, substancias gasosas volatilizadas no ar que cerca os vegetais terrestres (RIZVI et al,
1992).

Essa capacidade dos aleloquimicos tem sido muito utilizada na agricultura, no lugar de
herbicidas, inseticidas e nematicidas, que sdo os defensivos agricolas. Grande parte destes
compostos provém do metabolismo secundario, porque na evolucdo das plantas representaram
alguma vantagem contra a acdo de microrganismos, virus, insetos, e outros patégenos ou
predadores, seja inibindo a acdo destes ou estimulando o crescimento ou desenvolvimento das
plantas (WALLER, 1999).

A capacidade de tolerancia ao aleloquimicos é considerada mais ou menos especifica,
pois existem espécies que ndo sdo resistentes, como por exemplo, Lactuca sativa (alface) e
Lycopersicum esculentun Mill. (tomate), por isso muito utilizadas em biotestes de laboratorio
(FERREIRA & AQUILA, 2000). A quimica de produtos naturais tém avancado muito, o que
se deve principalmente aos métodos modernos de extracdo, isolamento, purificacdo e
identificacdo, 0 que gera um conhecimento mais profundo de indmeros compostos
secundarios, como por exemplo os terpendides, compostos fendlicos, alcaldides e varios

outros tipos quimicos, que s@o considerados compostos potencialmente aleloquimicos.
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Essas substancias se apresentam de diferentes formas, por exemplo, concentracéo,
localizagdo e composicéo, sendo liberados para 0 meio no solo ou no ar de forma ativa ou
levados pela 4gua (FERREIRA & AQUILA, 2000).
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OBJETIVOS GERAIS

Produzir os extratos vegetais brutos de partes aéreas de baru (Dipteryx alata VVogel);
Verificar a presenca de fendis nos extratos e quantifica-los;

Verificar a capacidade antioxidante dos extratos;

Verificar as atividades inibidoras de tirosinase no extrato vegetal bruto;

Verificar a capacidade quelante em relacdo aos ions Cu2* no extrato vegetal bruto;

Verificar o potencial alelopético do extrato etanolico das folhas de baru.
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Capitulo 1

BARU COMO FONTE POTENCIAL DE FENOIS, ANTIOXIDANTES E INIBIDORES
DA TIROSINASE

RESUMO: Nos dultimos anos, uma quantidade substancial de evidéncias tem
indicado o papel chave dos radicais livres e outros oxidantes como grandes
responsaveis pelo envelhecimento e pelas doencas degenerativas associadas ao
mesmo. Além disto, as substancias fendlicas séo reconhecidamente detentoras de
pronunciada atividade antioxidante, que muitas vezes estdo envolvidas em
tratamentos de problemas de pigmentacao, que resultam em hiperpigmentacdes ou
hipopigmentacdo cutaneas. Para o tratamento desses problemas de pigmentacao
varios produtos cosméticos e farmacéuticos sao utilizados, porém, esses produtos
nao sdo totalmente eficazes ou seguros, o que explica a intensa pesquisa, que
procura desvendar novos agentes despigmentantes, principalmente aqueles
envolvidos na melanogénese, como a tirosinase. Devido ao fato de que algumas
substancias obtidas de plantas apresentam essa atividade, a flora brasileira constitui-
se uma importante fonte de obtencéo de novas substancias. Assim, este trabalho foi
realizado para avaliar os fendis, a atividade antioxidante, a capacidade de quelacao
dos ions cobre e a capacidade de inibicdo da tirosinase do extrato das folhas da
espécie Dipteryx alata Vogel. Os resultados de fendis totais mostraram uma
concentracdo de 112,3 mg EAG.g-* no extrato etandlico e 45 mg EAG.g ™ no extrato
hexanico. A capacidade antioxidante dos extratos indica que o extrato etandlico (52,9
+ 1,3 ppm), em comparacdo ao hexanico (169,1 + 2,3 ppm) e ao BHT (181+ 6 ppm ),
possui maior teor de compostos antioxidantes. Ja a capacidade de quelacdo dos ions
cobre mostrou que o extrato etanolico possui capacidade de quelagéo insignificante.
No ensaio de inibicdo da tirosinase o extrato etandlico demonstrou uma percentacao
de inibicdo da enzima de 42% apd6s uma hora.

Palavras-chave: Dipteryx alata Vogel, DPPH, hiperpigmentacéo,tirosinase.
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ABSTRACT: In recent years, a substantial amount of evidence has shown the key
role of free radicals and other oxidants such as largely responsible for aging and
degenerative diseases associated with it. Furthermore, the phenolic substances are
known to be holding pronounced antioxidant activity, which often are involved in the
treatment of pigmentation problems, which result in skin hyperpigmentation or
hypopigmentation. For the treatment of pigmentation problems various cosmetic and
pharmaceutical products are used, however, these products are not fully effective or
safe, which explains the intense research that seeks to uncover new depigmenting
agents, especially those involved in melanogenesis such as tyrosinase. Due to the
fact that some substances obtained from plants exhibit this activity, flora constitutes
an important source of obtaining new substances. Thus, the work was conducted to
evaluate the phenolics, antioxidant activity, the ability to chelation of copper ions and
the ability to inhibit tyrosinase extract from the leaves of the species Dipteryx alata
Vogel. The results showed a total phenol concentration of 112.3 mg EAG. g in the
ethanol extract and 45 mg EAG.g" in hexane extract. The antioxidant activity of
extracts indicates that the ethanol extract (52.9 + 1.3 ppm), compared to hexane
(169.1 = 2.3 ppm) and the BHT (181 + 6 ppm), has a higher content of antioxidant
compounds. Since the ability to chelation of copper ions showed that the ethanolic
extract is capable of chelation insignificant. In tyrosinase inhibition test the ethanolic
extract showed an inhibition of the enzyme percentage 42% after one hour.

keywords: Dipteryx alata Vogel, DPPH, hyperpigmentation, tyrosinase.

INTRODUCAO

Ocupando a posicdo de segundo maior e um dos mais diversos biomas do
Brasil, o cerrado se distribui em cerca de 21% do territério nacional e abriga
aproximadamente 33% da diversidade biolédgica brasileira. Devido ao grande namero
de espécies, ao alto grau de endemismo e a intensa destruicdo de seus habitats, o
Cerrado € considerado um hotspot mundial, ou seja, area prioritaria de conservacao
da biodiversidade (Aguiar et al. 2004).

O género Dipteryx é constituido por 15 espécies que se destacam por serem

utiizadas como plantas medicinais. S&o encontradas nas regibes amazonica,
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nordeste e central do Brasil, na Venezuela e na América Central (Costa Rica e
Panamd). O baru possui grande importancia devido a sua elevada ocorréncia e por
participar do modelo de exploracéo praticado pelos pequenos produtores rurais, onde
ocorre a preservacao das plantas durante a abertura dos pastos (Corréa et al. 2000).
Trata-se de uma espécie com um cultivo muito promissor, pois pode ser usada para
diversos fins, onde pode-se destacar o uso na alimentagdo, na industria madeireira,
na arquitetura paisagistica e na recuperacéo de areas degradadas.

Os frutos de baru séo colhidos de agosto a outubro, sendo que estes contém
uma semente marrom comestivel que € chamada de améndoa, considerada uma
oleaginosa. A améndoa de baru contém altos niveis de lipidios (cerca de 40%) e
proteinas (cerca de 30%), apresenta boa digestibilidade e perfil de aminoéacidos.
Outrossim, a améndoa de baru tem um alto teor de minerais, principalmente calcio,
ferro, magnésio, potassio e zinco (Sousa et al, 2011). Possui também importancia
medicinal, pois em 2002, a Ichimaru Pharcos Inc. solicitou patente, por ter obtido
uma substancia do 6leo da semente de baru que atua inibindo a formacédo de
melanina (Sano et al, 2004).

Diversas substancias com atividade antioxidante, presentes em plantas
medicinais, s&o comumente isoladas nos mais diversos tipos de vegetais, onde 0s
principais responsaveis por tal atividade sdo as substancias fendlicas que atuam
como sequestradores de radicais livres e como quelantes de metais, alertando assim
para a importancia desses compostos, que podem ser utilizados em diversas
patologias (Haslam, 1998).

Uma dessas patologias é a hiperpigmentacdo da pele, que pode ser
dependente tanto de um aumento do numero de melandcitos quanto da atividade
melanogénica de enzimas, como a tirosinase. A tirosinase € a enzima que
desempenha um papel critico na biossintese de melanina e € considerada a enzima
chave na coloracdo de pele, cabelo, olhos e no escurecimento de alimentos. A
tirosinase, € uma enzima que contém cobre, € amplamente presente em mamiferos,
plantas e fungos e aceita muitos fendis como substratos. Nos mamiferos, ela esta
envolvida na transformacao da L-tirosina, para dopaquinona, que ocorre através de

duas etapas: hidroxilacdo da L-tirosina, para L-3 ,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA),
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depois da oxidacdo deste Ultimo para orto-quinona (dopaquinona). A dopaquinona
sera transformada posteriormente atraves de varios reacdes para produzir a
melanina marrom ou preta, que € responsavel pela cor da pele de mamiferos
(Okombi et al, 2006).

A melanina desempenha um papel importante na protecdo da pele humana
dos efeitos nocivos da radiagdo UV do sol. Conquanto a melanina tenha
principalmente funcdo de fotoprotecdo na pele humana, o acumulo de uma
guantidade anormal de melanina em diferentes partes especificas da pele,
resultando em manchas mais pigmentadas, pode se tornar um problema estético
(Chang, 2009).

Muitos compostos inibidores e ativadores da tirosinase tém se tornado cada
vez mais importantes em produtos medicinais e cosméticos. Por exemplo, o0s
inibidores da tirosinase s&o usados em medicamentos e cosmeéticos
despigmentantes, ao passo que 0s compostos que tendem a aumentar a
melanogénese, como ativadores de tirosinase podem proteger a pele humana contra
o dano da radiacdo UV solar (Okombi et al, 2006).

Devido a grande utilizacdo desses produtos, varios compostos naturais e
sintéticos atuando como inibidores da tirosinase foram relatados, mas apenas alguns
deles sdo usados como agentes de clareamento da pele, devido a questdes de
seguranca. Por exemplo, arbutin e o acido kdjico estavam entre os mais populares
antes da descoberta dos efeitos secundarios graves, o que levou a limitacdo do seu
uso humano (Okombi et al, 2006).

Com efeitos insatisfatorios no tratamento das hiperpigmentacbées como
melasma, hiperpigmentacdo pos — inflamatoria, lentigo senil e efélides, as terapias
atuais, que incluem a hidroquinona, o acido kojico e a vitamina C, tém demonstrado
varios efeitos secundarios, dentre os quais podemos citar alta citotoxicidade e
mutagenicidade, pouca penetracdo na pele e a baixa estabilidade das formulagcbes
(Nerva et al, 2003).

Contudo, alguns estudos de triagem realizados por pesquisadores, mostram
gue extratos de plantas possuem certa capacidade inibitoria da melanogénese, que
aliado ao fato de que no Brasil a biodiversidade corresponde a 20% da
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biodiversidade do mundo (Suffredini et al, 2004), os agentes podem ser encontrados
e, eventualmente, usados em cosméticos e produtos farmacéuticos (Macrini et al,
2009).

O objetivo deste trabalho foi determinar os fendis totais, a atividade
antioxidante, a capacidade de quelacao dos ions cobre e a capacidade de inibicdo da
tirosinase presentes na espécie Dipteryx alata Vogel.

MATERIAL E METODO

As folhas foram obtidas na Area de Preservacio Ambiental do Bioma Cerrado
da Universidade de Rio Verde — FESURV (17°47°17.85”S, 50°57'57.65"0e altitude
média de 785m), sendo processadas no Laboratério de Quimica Tecnolégica do
Instituto Federal Goiano, campus Rio Verde e identificadas no Herbéario Jataiense
(HJ 3882).

As folhas foram secas em estufa na temperatura de 42°C, até a obtencao de
massa constante e trituradas na forma de um pé homogéneo. Cerca de 40 g do pé
resultante foram colocados em um erlenmayer, e adicionado um volume de cerca de
400 mL de hexano, permanecendo a temperatura ambiente por dois dias, em
ambiente escuro. ApGs este periodo, foi feito a filtracdo sob destilagdo sob pressao
reduzida. O procedimento foi repetido por mais duas vezes com o solvente hexano,
obtendo-se desta forma o extrato bruto hexanico das folhas (EH).

Em seguida, o mesmo procedimento foi repetido, utilizando-se etanol como
solvente, obtendo-se o extrato bruto etandlico das folhas (EE). O rendimento dos
extratos foi calculado pela expressdo: Rendimento (%) = (massa do extrato/massa do
material vegetal) x 100.

DETERMINAGAO DE FENOIS TOTAIS

A determinacdo do teor de fendis totais presentes nas amostras dos extratos
das folhas foi feita utilizando-se o método de Folin—Ciocalteu com modificacdes
(Bonoli et al, 2004). O extrato bruto (100 mg) foi dissolvido em etanol, transferido
guantitativamente para um baldo volumétrico de 100 mL e o volume final foi
completado com etanol. Uma aliquota de 100 pL desta ultima solugado foi agitada
com 500 uL do reagente de Folin-Ciocalteu e 6,4 mL de agua destilada por 1 min;

passado este tempo, 2 mL de Na,CO3 a 15% foram adicionados a mistura e agitada
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por 30 s. Apds 2 h, a absorbancia das amostras foi medida a 750 nm. O teor de
fendis totais (FT) foi determinado através de uma curva de calibracéo construida com
padrées de acido galico (10 a 350 pg/mL) e expresso como mg de EAG
(equivalentes de acido galico) por g de extrato. As analises foram realizadas em
triplicata.

AVALIAC}AO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DO SEQUESTRO
DO RADICAL LIVRE DPPH

A capacidade antioxidante foi avaliada segundo método descrito por Melo et
al. (2006), usando o radical livre estdvel DPPH. Cerca de 2,0 mg de DPPH foram
dissolvidos em 100 mL de etanol, resultando um solucdo de concentracdo 20 mg.L™
(500 uM), com uma absorbancia em torno de 0,4 U.

Aliguotas de volumes entre 0 e 1000 pL das solucbes estoque da amostra e
de BHT foram transferidas, adicionando-se etanol, até completar o volume para 1mL.
Em seguida, foram adicionados 4 mL da solucdo de DPPH. As misturas foram
deixadas em repouso em um local escuro, por 30 minutos, e suas absorbancias
medidas a 517nm. Solucdes de compensacdo foram feitas, usando apenas etanol,
no lugar da solucado de DPPH.

A capacidade antioxidante foi calculada como sendo o percentual de DPPH
sequestrado em cada concentracdo, pela equacao abaixo:

Abs(Controle) —[ Abs(amostra) — Abs(compensacéo)] 100
Abs(Controle)

%DPPHseq =

Os dados obtidos foram usados para construir curvas de DPPH sequestrado
versus a concentracdo da amostra, de modo a determinar a Concentracéo Efetiva 50
(CE50), ou seja, a concentracdo necessdria para sequestrar metade do teor inicial de
DPPH, através da analise de regressao linear e interpolacdo dos mesmos.

Todas as medidas foram realizadas em trés experimentos independentes,
cada um em triplicata, e os resultados foram expressos em mg.L™* como média e
desvio padréo.

PROCEDIMENTO PARA ENSAIO DE INIBICAO DE TIROSINASE
A tirosinase de cogumelo e a L-tirosina foram adquiridos da Sigma Chemical

Co e Vetec, respectivamente.
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A atividade da tirosinase foi determinada por espectrofotometria, realizada
conforme descrito por Khatib (2005), com adaptacbes em nosso laboratério. De
forma geral, foram preparadas 3 solucfes: uma contendo 500 pL de tampéo fosfato
(pH 7,0), 2mL da tirosinase de cogumelo (200 U / mL) e 50 puL da amostra da solucéo
com extrato etandlico da planta (1000 ppm), outra contendo 500 pL de tampéo
fosfato (pH 7,0), 2mL da tirosinase de cogumelo (200 U / mL) e 50 pyL de etanol e
outra contendo 500 pL de tampéo fosfato (pH 7,0), 2mL da tirosinase de cogumelo
(200 U / mL) e 50 pL de acido Kgjico (1000 ppm). Apos 5 minutos, 2 mL de solucéo
de 2 mM de L-tirosina foi adicionado a cada solugao teste. A absor¢do a 475 nm foi
monitorada em funcdo do tempo, realizando-se duas leituras, uma em 30 minutos e
outra apds 60 minutos. A variacdo da densidade otica foi comparada na presenca e
auséncia dos extratos para verificar a inibicdo da tirosinase.

PROCEDIMENTO PARA QUELACAO COM IONS Cu?*

A capacidade quelante em relacdo aos fons Cu?* do extrato foi avaliada por
medidas de absorbancia na faixa entre 260 a 500 nm. Inicialmente incubou-se 500
pL da solucao do extrato etandlico da planta (1000 ppm), 500 uL da solucdo de &cido
Kéjico (1000 ppm) e 2 mL de tampao fosfato (pH 6,5), obtendo-se 2 amostras. Em
seguida realizou-se a leitura da absorbéncia na faixa entre 260 a 500 nm. Apés a
leitura adicionou-se 100 pL da solucdo de CuSO, nas amostras e realizou-se
novamente a leitura da absorbancia, em seguida, adicionou-se 100 yL da solucéo de
EDTA (250 uM), entdo novamente fez-se a leitura da absorbancia, verificando a
formacao ou ndo de complexos, através da alteracdo das medidas de absorbancia.
ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como médias e desvios padrdo de trés
ensaios independentes. O programa estatistico utilizado foi o SISVAR. Dados com
p<0,05 serao considerados significativos.

RESULTADO E DISCUSSAO

O método de Folin-Ciocalteau permite quantificar compostos fendlicos
presentes nas amostras. A Tabela 1 demonstra a quantidade total de fendis dos
extratos das folhas obtidas por extracdo hexanica e etandlica. A fracdo etandlica

apresentou maiores quantidades de compostos fendélicos, com um teor de 112,3 mg
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EAG.g™. J4 a fracdo hexanica apresentou menores teores, 45,0 mg EAG.g™. Sendo
que esse teor foi obtido a partir da curva de calibracdo em acido galico, cuja
concentracdo de Abs = 0,0012 x (Conc Acido Galico, ppm) — 0,0007, R = 0,9995.
TABELA 1. Teor de Fendis Totais expressos

Equivalentes de Acido Galico (EAG).

Extracéo Fenois Totais (mg EAG.g"ms)
Etandlica 1123+51a
Hexanica 450+76Db

*ms: massa seca
Letras minUsculas iguais indicam equivaléncia estatistica pelo SISVAR.
Ambos ao nivel 5% de significancia.

A quantidade de extrato das plantas testadas necessaria para decrescer a
concentracédo inicial de DPPH em 50%, CE50, apresentada na tabela 2, variou de
52,9 ppm, 169,1 ppm e 181 ppm para o extrato etanodlico, hexanico e BHT,
respectivamente. Isto indica que o0s compostos com atividade antioxidante
concentram-se preferencialmente no extrato mais polar (etanol), enquanto que os
compostos mais apolares ndo apresentam atividade antioxidante significativa. O
extrato etandlico apresenta uma CE5O0 interessante, constituindo uma possivel fonte

de compostos antioxidantes, ja que mostrou uma atividade maior do que o BHT.

TABELA 2. Atividade Antioxidante dos Extratos Etandlico e Hexanico.

Extratos Quantidade de extrato necessaria para decrescer a
concentracao inicial de DPPH em 50% (CE50) (ppm).

Etandlico 529+13a

Hexanico 169,1+23b

BHT 181+6¢C

Letras minUsculas iguais indicam equivaléncia estatistica pelo SISVAR.
Ambos ao nivel 5% de significancia.

Atualmente, diversos estudos epidemiolégicos mostram que 0S compostos
fendlicos constituem uma das classes mais abundantes do no reino vegetal, e

possuem multiplos efeitos bioldgicos (Rao, 2003).
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Varios antioxidantes naturais ja foram isolados de diferentes tipos de materiais
vegetais, como sementes oleaginosas, cereais, legumes, frutas, folhas, raizes,
temperos e ervas (Ramarathnam et al, 1995). Compostos antioxidantes foram
identificados nas sementes de citros (Alessandra et al, 1998), uva (Jayaprakasha et
al, 2001), manga (Puravankara et al, 2000), canola (Krygier et al, 1982; Naczk et al,
1998; Wanasundara et al, 1994), girassol (Kubicka et al, 1999), primula (Balasinska
& Troszynska, 1998; Wettasinghe & Shahidi, 1999), gergelim (Shahidi et al, 1997),
linhaca (Oomah et al, 1995) e tremoco (Tsaliki et al, 1999), ainda, estudos
relacionados com a atividade antioxidante de sementes de frutas tropicais e
subtropicais tém sido pouco relatados.

Outros trabalhos também mostram que muitos compostos fendlicos presentes
em plantas apresentam atividade inibitéria da tirosinase (Sugumaran, 2002; Boissy &
Manga, 2004; Victor et al, 2004).

Por isso, 0 extrato escolhido para o teste de inibicdo da tirosinase foi o
etandlico, que apresentou maiores teores de compostos fendlicos. Ha também
relatos de que compostos fenolicos podem ser usados como agentes
despigmentantes, devido ao fato de possuirem uma estrutura quimica semelhante a
da tirosina, o substrato da tirosinase (Boissy & Manga, 2004). Portanto, a poténcia
das substancias utilizadas como agentes despigmentantes da pele, se deve, pelo
menos em partes, pela acdo de componentes fendlicos (Wang et al, 2006).

A tabela 3 mostra a percentacdo de ativacdo/inibicdo da tirosinase, onde a
enzima pura obteve 100% de ativacdo ap6s uma hora, o extrato etandlico inibiu 42%
ap6s uma hora, e o acido kdjico inibiu completamente a enzima, chegando a
apresentar valores negativos.

TABELA 3. Percentacdo de ativacao/inibicdo da enzima tirosinase.

Enzima Pura Enzima + Extrato etandlico  Enzima +Acido kdjico

60’ 100% a 42% b -1%c

Letras minUsculas iguais indicam equivaléncia estatistica pelo teste de Tukey.
Ambos ao nivel 5% de significancia.

A pele clara e sem manchas é uma caracteristica importante, por isso esses

problemas de pigmentacdo podem afetar a autoestima de um individuo, porém,
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felizmente, existem tratamentos, que amenizam esse efeito. Nos Ultimos anos houve
um acréscimo significativo na quantidade de produtos usados para o clareamento da
pele disponiveis no mercado, contudo, as terapias ndo tém demonstrado bons
resultados. Isto se deve a alta toxicidade das substancias de branqueamento, como
a observado para a hidroquinona (GRIMES, 1999), o que estimula a necessidade de
pesquisas com a intencdo de nomear novas substancias despigmentantes (MACRINI
et al, 2009).

Existem varias maneiras de uma substancia inibir a atividade da tirosinase, por
exemplo, o &cido ascoérbico, que € usado como um inibidor da melanogénese por
causa de sua capacidade de conversédo da dopaquinona a dopa, evitando formagoes
de melanina. Outra forma séo os substratos alternativos de enzimas, como alguns
compostos fendlicos, que ao mostrarem uma boa afinidade pela enzima, a formacao
dopacromo é impedida. Temos também os inativadores inespecificos da enzima, tais
como &cidos ou bases, que ndo especificamente desnaturam a enzima, mas inibem
sua atividade. Os inativadores especificos da tirosinase, tais como inibidores
baseados em mecanismo, que também sdo chamados de substratos suicidio, que
inativam irreversivelmente a enzima durante a reacdo catalitica. Os inibidores
especificos da tirosinase sdo os compostos que se ligam reversivelmente a tirosinase
e reduzem sua capacidade catalitica. Entre os tipos de compostos descritos acima,
s6 os inativadores de tirosinase especificos e inibidores sdo considerados como
“inibidores de verdade", que se ligam a enzima e inibem sua atividade. De maneira
geral, os demais inibidores apresentam apenas atividade inibitoria fraca (CHANG,
2009).

Os "inibidores de verdade" sdo classificados em quatro tipos, que sao:
inibidores competitivos (uma substancia que se mistura com uma enzima livre de
maneira que impeca a ligacdo do substrato), inibicdo incompetitiva, por exemplo, os
guelantes de cobre; inibidores ndo competitivos (se ligam apenas com o complexo
enzima-substrato); tipo misto de inibidores (competitivo/ndo competitivos) (CHANG,
2009).
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TABELA 4: Picos maximos de absorcéo antes e apoés a adi¢ado de solucdo de Cobre.

Pico méximo Pico méaximo
Acido Kdjico 270 nm
Acido kéjico + Solucdo de Cobre 310 nm
Extrato 325 nm 410 nm
Extrato + Solucao de Cobre 325 nm 410 nm

A capacidade de quelacdo dos ions cobre ndo apresentou resultados
significativos (ver Tabela 4), pois podemos observar que ndo ocorre deslocamento
dos picos maximos com a adi¢cao do cobre, enquanto que tal fato pode ser observado
na solucédo de acido kéjico. Tal fato mostra que a inibicdo da enzima apresentada no
extrato etanodlico das folhas ndo ocorre por acdo de inibidores incompetitivos por
guelacdo de cobre. Mostrando assim que a inibicdo ocorre possivelmente devido ao
extrato etandlico apresentar quantidades significativas de compostos fendlicos, que
por possuirem uma estrutura semelhante a da tirosina, que é um substrato da
enzima, se apresentam como substrato alternativo a enzima, entretanto, ndo sendo
oxidados e competindo, desta forma, com a tirosina.

Os dados obtidos para os fendis totais e atividade antioxidante indicam que os
compostos secundarios concentram-se preferencialmente nos extrato polar
(etandlico) das folhas de Dipteryx alata Vogel, provavelmente tendo como
constituintes polifendis. Por isso, os testes de quelagdo e inibicdo da tirosinase foram
realizados somente neste extrato, que demonstrou possuir capacidade de quelacao
dos ions cobre insignificante e certa capacidade de inibir a tirosinase nos testes in
vitro por espectrofotometria.

Devido a grande necessidade de novas substancias despigmentantes, que
realmente sejam eficazes e ndo tragam tantos efeitos nocivos a saude, € muito
interessante estudar novas substancias obtidas a partir da exploracdo de plantas do
que cerrado brasileiro, como o baru, uma vez que é composto por grande
biodiversidade vegetal, com o objetivo de nomear plantas que desenvolvam em
potencial atividades inibidoras da enzima tirosinase, que possam substituir
efetivamente os compostos sintéticos encontrados no mercado.

Por se tratar de um extrato bruto etandlico, existem inUmeras substancias que
podem ser responsaveis por tal capacidade, por isso, os resultados descritos neste

trabalho estimulam a continuidade dos estudos dos compostos presentes no extrato
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etandlico, com a intencdo de isolar e identificar as substancias responsaveis pela
acado antioxidante e inibidora da tirosinase presentes no baru. Tal extrato pode se
tratar de um interessante candidato para a avaliagdo de ensaios biolégicos mais
complexos, tais como toxicidade in vitro, culturas de melandécitos e, eventualmente,
testes em humanos em ensaios in vivo.
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Capitulo 11

ATIVIDADE ALELOPATICA DO EXTRATO
ETANOLICO DAS FOLHAS DE BARU

Resumo: O potencial alelopatico do extrato das folhas de baru (Dipteryx Alata Vogel) foi avaliado na
germinacao de Brassica oleracea L. cv. Coracdo de Boi (repolho), Lycopersicum esculentum Miller cv. Santa
Cruz Kada (tomate), Lactuta sativa L. cv. veronica (alface).Os resultados obtidos mostram no teste de
germinacdo, que existe um maior poder inibitdrio do extrato em relagdo as sementes de Lycopersicum
esculentum Miller (100%), que ndo conseguiram germinar, enquanto que nas sementes de B. oleracea (28%) o
extrato mostrou um menor poder de inibicdo, sendo que em relacdo & Lactuta sativa (0%), as sementes
apresentaram maior resisténcia. Quanto ao Indice de Velocidade de Germinagdo, os dados demonstraram
reducdo do indice nas sementes de tomate (0,0 + 0,0) e repolho (4,9 + 3,0) e ndo apresentando significantes
resultados em relacéo a alface (96,3 * 4,8).

Palavras-chave: alelopatia, Dipteryx Alata VVogel, Brassica oleracea L. cv. Capitata, Lycopersicum esculentum

Miller, Lactuta sativa cv. Grand Rapids

INTRODUCAO

O Cerrado é considerado um hotspot mundial, ou seja, area prioritria a conservacgao da biodiversidade, devido a
elevada riqueza de espécies, 0 alto grau de endemismo e a intensa destruicdo de habitats. Se distribui em cerca de
21% do territorio nacional e abriga aproximadamente 33% da diversidade bioldgica brasileira (Aguiar et al. 2004;
Mittermeier et al, 2005; Klink & Machado 2005).

Das espécies nativas do cerrado, o baru (Dipteryx alata Vogel), amplamente disseminado no Cerrado do Brasil
Central, pertencente a familia Fabaceae, das leguminosas, que é constituida por 15 espécies que se destacam por
serem utilizadas como plantas medicinais, como por exemplo, 0 cumaru, muito rico em cumarina, que ¢ um
composto fendlico que inibe a germinacdo (Felix et al, 2007), é uma arvore que produz frutos nos meses de
agosto a outubro, sendo que estes conttm uma semente marrom comestivel que é chamada de améndoa,
considerada uma oleaginosa. A améndoa de baru contém altos niveis de lipidios (cerca de 40%) e proteinas (cerca
de 30%) com boa digestibilidade e perfil de aminoacidos. Outrossim, a améndoa de baru tem um alto teor de
minerais, principalmente calcio, ferro, magnésio, potassio e zinco (Takemoto et al, 2001; Sousa et al, 2011).
Devido & grande distribui¢do da familia das leguminosas, existem diversos estudos que avaliam as caracteristicas
dessas espécies, por exemplo, pesquisas que avaliam as propriedades medicinais, como Bauhinia forficata Link,
Amburana cearensis A. C. Smith (Matos, 1992; Sousa et al, 2011), testes que avaliam a toxicidade: Mimosa
hostilis (Fontenelle, 1988), Phaseollus vulgares e Canavalia ensiformes (Sales et al., 1996), Vigna unguiculata

(Sales et al., 2001), Stryphnodendrum coriaceum (Tokarnia, et al., 2000); atividade antimicrobiana: Vigna
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unguiculata (Gomes, 1997); ensaios que avaliam a atividade alelopatica: Vicia sativa (Medeiros & Luckesi,
1993), Acacia melanoxylon (Gonzales et al,1995).

Devido ao processo de desmatamento do Cerrado, hoje este ecossistema do Brasil ocorre em areas relativamente
restritas. Nos dias atuais grandes esforgos sdo realizados para a manutencao e conservacdo do cerrado, tendo em
vista a importancia da biodiversidade vegetal e da fauna nele presente (Silva et al, 2006). Contudo a conservacao
e 0 uso sustentavel de areas do Cerrado dependem ainda de conhecimentos basicos sobre o desenvolvimento e
adaptagdo das espécies ocorrentes nesse ecossistema, sendo que a alelopatia € um ponto que precisa ser muito
desvendado.

O termo alelopatia foi adotado por Molisch (1937) e significa do grego allelon = de um para outro, path6s =
sofrer. A alelopatia é a acdo de um individuo sobre o outro, seja benéfico ou prejudicial ao segundo, sendo que tal
efeito é causado por aleloquimicos, produzidos por um vegetal e langados no ambiente, podendo ser lancado ao
solo através de lixiviagdo da &gua, substancias gasosas volatilizadas no ar que cerca 0s vegetais terrestres (Rizvi
etal, 1992).

Essa capacidade dos aleloquimicos tem sido muito utilizada na agricultura, no lugar de herbicidas, inseticidas e
nematicidas, que sdo os defensivos agricolas. Grande parte destes compostos provém do metabolismo secundario,
porque na evolugédo das plantas representaram alguma vantagem contra a agdo de microrganismos, virus, insetos,
e outros patdgenos ou predadores, seja inibindo a acdo destes ou estimulando o crescimento ou desenvolvimento
das plantas (Waller, 1999).

A capacidade de tolerancia ao aleloquimicos é considerada mais ou menos especifica, pois existem espécies que
ndo sao resistentes, como por exemplo, Lactuca sativa (alface) e Lycopersicum esculentun Mill. (tomate), por
isso s30 muito utilizadas em biotestes de laboratorio (Ferreira & Aquila, 2000). A quimica de produtos naturais
tém avangado muito, o que se deve principalmente aos métodos modernos de extracdo, isolamento, purificacdo e
identificacdo, o que gera um conhecimento mais profundo de inimeros compostos secundarios, como por
exemplo os terpendides, compostos fendlicos, alcal6ides e varios outros tipos quimicos, que sdo considerados
compostos potencialmente aleloquimicos. Essas substancias se apresentam de diferentes formas, por exemplo,
concentracgdo, localizagdo e composi¢éo, sendo liberados para 0 meio no solo ou no ar de forma ativa ou levados
pela gua (Ferreira & Aquila, 2000).

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o potencial alelopatico do extrato etandlico das folhas
de Dipteryx alata Vogel, por se tratar do extrato que possui compostos polares (por exemplo, compostos
fendlicos) devido ao tipo de extracdo, que sdo mais solUveis em agua, representando a melhor chance para

compostos alelopaticos.

MATERIAIS E METODOS

As folhas foram obtidas na Area de Preservacdo Ambiental do Bioma Cerrado da Universidade de Rio Verde —
FESURV (17°47°17.85”S, 50°57°57.65”0 e altitude média de 785m), sendo processadas no Laboratério de



42

Quimica Tecnologica do Instituto Federal Goiano, campus Rio Verde e identificadas no Herbario Jataiense (HJ
3882).

As folhas foram secas em estufa na temperatura de 42°C, até a obtencdo de massa constante e trituradas na forma
de um p6 homogéneo. Cerca de 40 g do pé resultante foram colocados em um erlenmayer, e adicionado um
volume de cerca de 400 mL de hexano, permanecendo a temperatura ambiente por dois dias, em ambiente escuro.
Apos este periodo, foi feito a filtragdo sob destilacdo sob pressdo reduzida. O procedimento foi repetido por mais
duas vezes com o solvente etanol, obtendo-se desta forma o extrato bruto etandlico das folhas (EE). O
rendimento dos extratos foi calculado pela expressdo: Rendimento (%) = (massa do extrato/massa do material

vegetal) x 100.

ENSAIO ALELOPATICO

Solugdes de extratos foram produzidas atraves da dissolucéo de 10 mg de cada extrato em 10 mL de etanol.

Os testes de germinagdo foram realizados conforme descrito por Mourdo Junior & Souza Filho (2010).
Brevemente, uma folha de papel germtest foi colocada sobre uma caixa do tipo gerbox e recebeu 3 mL de 4gua
destilada (controle), ou 3 mL da solucdo de extrato, sendo que posteriormente foi evaporado o solvente, ficando
somente o0 extrato bruto seco que foi umidificado com &gua destilada. Quatro replicados com 10 sementes
comerciais de sativa Lactuta sativa L. cv verdnica (Alface), Lycopersicum esculentum Miller cv. Santa Cruz
Kada (tomate) e Brassica oleracea L. cv. Coragdo de Boi (repolho) foram utilizados para cada tratamento. As
caixas do tipo gerbox foram colocadas em uma cadmara de germinacdo a 25 °C e 12 horas de fotoperiodo.
Sementes germinadas foram contadas apds 24h, 48h, 72h, 96h e 120h. Valores de velocidade de germinagédo

foram calculados de acordo com Mourdo Junior & Souza Filho (2010).

ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram comparados através programa SISVAR, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo Teste de

Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao analisarmos os resultados obtidos, observou-se que a solucdo do extrato etandlico das folhas de baru
reduziram a porcentagem de germinacdo de sementes de repolho (28% de inibicdo) (Grafico 1) se comparado a
testemunha, porém esse efeito ndo foi observado em sementes de alface (0% de inibicdo) (Grafico 2), também
comparado a testemunha. J& as sementes de tomate (100% de inibicdo) (Gréafico 3) ndo conseguiram germinar, ou
seja, 0 extrato inibiu completamente a germinagéo, enquanto que a testemunha germinou quase 90%. Durante o

processo de germinagdo, substancias alelopaticas, vindas com a dgua, podem ser absorvidas pela semente, e esses
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compostos sdo capazes de inibir ou retardar a multiplicacdo ou crescimento das células, podendo assim retardar a
germinacdo (Gonzalez et al, 2002).

Segundo Ferreira & Aquila (2000) a sensibilidade do crescimento da plantula é menor aos aleloquimicos do que a
da germinacdo, apesar disso, trabalhar com sementes ¢ mais viavel e mais simples do que com planta adulta,
sendo que as substancias alopaticas podem permitir que a semente germine ou ndo. Conforme Alves et al (2011),
muitos autores apontam inconvenientes dos bioensaios da germinacéo. Dentre eles podemos destacar: controlar a
temperatura, utilizar duas ou trés folhas de papel de filtro no fundo da placa, uso de peliculas plasticas com o

intuito de vedar as tampas para evitar que a placa ndo perca dgua em excesso e a escolha de sementes de boa

qualidade.

FIGURA 1: Porcentagem de germinagéo de sementes de repolho em relagéo ao tempo.
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FIGURA 2: Porcentagem de germinagéo de sementes de alface em relacdo ao tempo.
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FIGURA 3: Porcentagem de germinacdo de sementes de tomate em relacdo ao tempo.
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Ao estudar a alelopatia, a germinabilidade é um indice bastante usado, conquanto ndo demonstre outros aspectos
do processo de germinacdo (Chiapuso et al. 1997). As alteragdes no padrdo de germinacdo podem resultar de
diversos efeitos causados em nivel primério, como por exemplo alteracGes na permeabilidade de membranas, na
transcricdo e traducdo do DNA, no funcionamento de mensageiros secundarios, na respiracdo, devido ao
sequestro de oxigénio, na conformagdo de enzimas e receptores, ou ainda pela combinagdo destes fatores
(Ferreira & Aquila, 2000).

Com relagdo a velocidade de germinagdo (Tabela 1), a solugdo do extrato etandlico das folhas de baru néo
causaram atraso no processo germinativo das sementes de alface, sendo que o efeito mais significativo ocorreu no
repolho e tomate, sendo que neste Gltimo ndo chegou haver germinagdo. Nem sempre o efeito alelopatico ocorre
em relacdo a germinabilidade, mas sim sobre a velocidade de germinagdo ou outro pardmetro do processo, por

isso, todos os dias, a germinagio deve ser acompanhada ao longo do tempo (Ferreira & Aquila, 2000).

TABELA 1: indice de velocidade de germinagio (IVG)

Alface Tomate Repolho
Controle 98,3+3,3 A 292+59A 271+39A
Tratamento 96,3+4,8 A 0,0+0,0B 49+30B

Letras iguais indicam equivaléncia estatistica pelo SISVAR.
Ambos ao nivel 5% de significancia.

Cumpre ressaltar que a determinacdo do efeito do extrato sob determinado tipo de espécie sera vista pela
sensibilidade da planta teste em relagdo ao aleloquimico, sendo que esse composto podera agir tanto inibindo ou
estimulando a germinagdo (Almeida, 1988). No presente estudo, a extracdo foi feita usando-se etanol, o que
resultou na extracdo de compostos polares (por exemplo, compostos fendlicos), devido ao tipo de extracdo do

solvente.
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Em estudos com o cumaru, também pertencente a familia Fabaceae, tipico da regido nordeste, considerada uma
planta medicinal, que é muito rica em cumarina, composto fenélico inibidor natural do processo de germinagao,
mostrou-se que 0s extratos aquosos e metandlicos das sementes apresentaram alteracdes na germinacgdo e,
principalmente, no desenvolvimento de plantulas de alface e de rabanete, explicados pela presenca de cumarina
(Felix et al, 2007).

CONCLUSOES

Conforme os resultados expostos pode-se concluir que o extrato etandlico das folhas de Dipteryx alata Vogel
apresenta um potencial alelopatico, por causar efeitos inibitdrios, confirmados pela reducdo ou inibicdo da
germinacéo e, também pelo atraso da germinacdo nas sementes de tomate e repolho, e com menos significancia

nas sementes de alface.
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CONCLUSAO GERAL

Os resultados obtidos para os fendis totais e atividade antioxidante indicam que os
compostos secundarios concentram-se preferencialmente nos extrato polar (etandlico) das
folhas de Dipteryx alata VVogel, provavelmente tendo como constituintes polifendis. Por isso,
0s testes de quelacdo e inibicdo da tirosinase foram realizados somente neste extrato, que
demonstrou possuir capacidade de quelacdo dos ions cobre insignificante e certa capacidade
de inibir a tirosinase nos testes in vitro por espectrofotometria.

Devido a grande necessidade de novas substancias despigmentantes, que realmente
sejam eficazes e ndo tragam tantos efeitos nocivos a saude, € muito interessante estudar novas
substancias obtidas a partir da exploracdo de plantas do cerrado brasileiro, como o baru, uma
vez que é composto por grande biodiversidade vegetal, com o objetivo de nomear plantas que
desenvolvam em potencial atividades inibidoras da enzima tirosinase, que possam substituir
efetivamente os compostos sintéticos encontrados no mercado.

Por se tratar de um extrato bruto etandlico, existem inimeras substancias que podem
ser responsaveis por tal capacidade, por isso, os resultados descritos neste trabalho estimulam
a continuidade dos estudos dos compostos presentes no extrato etandlico, com a intengédo de
isolar e identificar as substancias responsaveis pela acdo antioxidante e inibidora da tirosinase
presentes no baru. Tal extrato pode se tratar de um interessantes candidato para a avaliacdo de
ensaios bioldgicos mais complexos, tais como toxicidade in vitro, culturas de melanocitos e,

eventualmente, testes em humanos em ensaios in vivo.
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Conforme os resultados obtidos para alelopatia, pode-se concluir que o extrato
etandlico das folhas de Dipteryx alata Vogel apresenta um potencial alelopético, por causar
efeitos inibitorios, confirmados pela reducéo ou inibicdo da germinacao e, também pelo atraso
da germinacdo significativo nas sementes de tomate e repolho, e com menos significancia nas

sementes de alface.



